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RESUMO 
Estudos comprovam que o inibidor de tripsina isolado de sementes de 
tamarindo (Tamarindus indica L.) (ITT) apresenta ação sacietogênica e anti-
inflamatória em modelo experimental. Com base nisso e visando aumentar a 
eficiência e estabilidade da atividade antitríptica, o presente estudo investigou o 
efeito da quitosana purificada e da conjugação desta com a proteína do soro do leite 
isolada na incorporação de ITT. O inibidor foi extraído das sementes de tamarindo e 
isolado por meio de cromatografia de afinidade em Tripsina-Sepharose. Para o 
encapsulamento, foi utilizada a técnica de nanoprecipitação em solvente orgânico, e 
os agentes encapsulantes avaliados foram quitosana, proteína do leite isolada e 
combinação entre ambos, respectivamente, nas proporções ITT: agente 
encapsulante de: 1:4, 1:4 e 1:2:2 p/p. As partículas obtidas foram avaliadas quanto à 
eficiência de incorporação, caracterizadas por diferentes métodos físico-químicos, 
determinação da quantidade (mg) de inibidor que reduz a atividade da tripsina em 
50% (IC50) e, estabilidade em diferentes temperaturas (40, 60, 80 e 100°C) e pH (2, 
3, 6, 8). Com relação à eficiência de incorporação, não houve diferença estatística 
entre as formulações avaliadas (p>0,05). As micrografias dos encapsulados mostrou 
a formação de partículas esféricas e com superfície lisa, com exceção daquele à 
base de quitosana, no qual foram observadas partículas sem formato esférico e, 
com superfícies repletas de depressões. As espectroscopias forneceram indicativo 
do encapsulamento do ITT com os três materiais de parede estudados. Os 
difratogramas apontaram que todos os encapsulados apresentaram estrutura 
amorfa. A encapsulação com proteína do leite isolada, quitosana e a combinação de 
materiais de parede promoveram uma redução na IC50, respectivamente, sendo 
iguais a 0.18 mg, 0.04 mg e 0.05 mg, em comparação com 0.21 mg de ITT, o que foi 
comprovado ser ação do inibidor considerando que os materiais de parede não 
apresentaram atividade antitriptica. Em relação à estabilidade, apenas as partículas 
à base da combinação quitosana e proteína do leite isolada preservaram a atividade 
antitriptica do inibidor até 80°C e, em todos os pHs avaliados (assim como o EQ). 
Assim, pode-se concluir que a combinação de agentes encapsulantes foi uma 
estratégia de extrema importância para aprimorar a função e estabilidade do inibidor 
de tripsina do tamarindo.  
 
Palavras-chave: Tamarindo. Inibidor de proteases. Nanotecnologia.  
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ABSTRACT  
Proven trials of trypsin inhibitors of tamarind (Tamarindus indica L.) (ITT) 
seeds present the saciometogenic and anti-inflammatory action in an experimental 
model. Based on the following, and to increase the efficiency and stability of the 
antitríptic activity, the present study investigated the effect and the conjugate of the 
chitosan and the isolated protein of the milk in the incorporation of ITT. The inhibitor 
was extracted from tamarind seeds and by means of affinity chromatography on 
Trypsin-Sepharose. For encapsulation, the nanoprecipitation technique in organic 
solution, the encapsulating agents for chitosan, the isolated milk protein and the 
combination between them, respectively, in ITT: encapsulating agent ratios of 1: 4, 1: 
4 and 1: 2: 2 w / w. The fat consumption during the life cycle was characterized by 
the reduction of the oxygen production capacity, around 50% (IC50) and, at different 
temperatures (40, 60, 80 and 100 ° C) and pH (2, 3, 6, 8). Regarding the efficiency of 
incorporation, it is not able to discriminate between as formulations evaluated (p> 
0.05). As the microplates of the encapsulations were driven by fractionated particles, 
with the exception of the chitosan base, they were not observed without spherical 
effect and, with the replica of depressions. As spectroscopies provide indicative of 
the encapsulation of ITT with the three materials studied wall. The diffractograms 
showed that all encapsulations were structured as amorphous. Encapsulation with 
the isolated chitosan protein and the combination of wall materials promoted a 
reduction in IC50, although, being equal to 0.18 mg, 0.04 mg and 0.05 mg, compared 
to 0.21 mg of ITT , which has been shown to be inhibitor action, which is not an 
antitryptotic activity. Regarding stability, only as a basis for the combination of 
chitosan and milk protein already preserved and antitryptotic activity of the inhibitor 
up to 80 ° C and in all evaluated pHs (as well as EQ). Thus, it can be concluded that 
a combination of encapsulating agents was an extremely important strategy to 
enhance a tamarind's travel inhibitor function and stability. 
 
Key Words: Tamarind. Nanotechnology. Inhibitor of proteases.  
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1. INTRODUÇÃO 
A quitosana, obtida por meio da desacetilação da quitina, é um 
polissacarídeo linear, solúvel e com propriedades mucoadesivas sendo formada por 
unidades de glucosamina e N-acetilglucosamina1, 2. 
Devido às propriedades biológicas, como biocompatibilidade, 
biodegradabilidade e versatilidade, a quitosana vem sendo utilizada em diferentes 
aplicações, tornando-se amplamente empregada, podendo ser associada a 
proteínas, visando melhorar suas funções e aumentar o potencial de utilização na 
formulação de nanopartículas (NPs)3. 
Nessa perspectiva, a quitosana vem sendo utilizada em técnicas de 
encapsulação como transportador e mobilizador de proteínas, promovendo um 
aumento da estabilidade e da atividade destas moléculas bioativas4. Desse modo, 
esse polímero vem sendo associado a proteína do leite isolada. Essa associação 
ocorre por meio de interações eletrostáticas, proporcionando uma interferência no 
processo de desnaturação e agregação de partículas globulares, conferindo, 
portanto, uma maior estabilidade e funcionalidade ao sistema5. 
Estudos prévios do grupo de pesquisa Nutrição e Substâncias Bioativas 
para Saúde (NutrisBioativos) têm avaliado a ação do inibidor de tripsina isolado de 
sementes do tamarindo (ITT), como secretagogo de colecistoquinina (CCK) em 
modelo experimental com animais eutróficos e com obesidade6-8. Em estado de 
obesidade, observa-se que esses animais não respondem aos efeitos de ITT sobre 
as concentrações plasmáticas de CCK7, assim como foi observado nos animais 
eutróficos, com consequente redução do consumo alimentar e ganho de peso6. No 
entanto, esse mesmo inibidor (ITT), ao ser administrado, também em animais com 
obesidade, provocou redução do consumo, apesar de não influenciar na redução do 
ganho de peso, reduzir as concentrações de TNF-α e leptina plasmática7, 8.  
Convém ressaltar que a ação sacietogênica do ITT é correlacionada à 
atividade antitriptica, sugerindo que, nos animais obesos, possa ter ocorrido perda 
da estabilidade do inibidor, consequentemente, uma perda ou redução de sua 
capacidade de inibir a tripsina. Isso ocasionou, obviamente, apenas uma redução do 
consumo alimentar desses animais, sem está associado à diminuição do ganho de 
peso, assim como ao aumento do CCK plasmático7.  
Considerando que a quitosana pode aumentar a estabilidade e a atividade 
das moléculas em técnicas de encapsulação e, associado a isto, a atuação funcional 
15 
 
do inibidor de tripsina extraído de sementes de tamarindo, o presente estudo tem 
como objetivo investigar o efeito da quitosana purificada e, da conjugação desta com 
a proteína do soro do leite isolada na encapsulação de ITT, visando aumentar a 
eficiência e a estabilidade da atividade antitríptica, sendo essa condicionante para o 
aumento plasmático de CCK. 
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2. CARACTERIZAÇÃO DO PROBLEMA 
Estudos com inibidores de tripsina relatam que essas moléculas bioativas 
apresentam um efeito benéfico para a nutrição, estando associadas ao efeito 
sacietogênico, à diminuição das concentrações de leptina, e, por conseguinte, à 
redução do consumo alimentar e ao peso corporal em animais eutróficos. Porém não 
está associada à perda de peso em animais com obesidade, sendo observado, 
também, melhora nos parâmetros inflamatórios em animais com obesidade e com 
síndrome metabólica6-8. Portanto, uma alternativa para o prolongamento e 
potencialização do efeito dos inibidores de tripsina consiste no encapsulamento 
dessas moléculas bioativas.  
Com relação à possibilidade do prolongamento desse efeito, a 
encapsulação tem se mostrado uma ferramenta eficiente, para promover a melhora 
da estabilidade e ação de ativos9. Associado a isso, e ao fato de não haver ainda 
dados na literatura sobre encapsulação de ITT, o presente estudo visa avaliar se a 
técnica de encapsulação trará algum benefício à estabilidade e à eficiência da 
atividade antitríptica do inibidor.  
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3. OBJETIVOS 
3.1 OBJETIVO GERAL 
Avaliar a eficiência e estabilidade da atividade in vitro do ITT encapsulado em 
diferentes agentes encapsulantes.  
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 Obter o ITT. 
 Promover a encapsulação do ITT, utilizando como agentes encapsulantes: 
proteína do leite isolada, quitosana e combinação entre ambos. 
 Caracterizar as partículas por métodos físico-químicos. 
 Determinar a eficiência de incorporação. 
 Avaliar in vitro a atividade antitríptica em diferentes quantidades de ITT 
encapsulado comparado ao não encapsulado. 
 Determinar in vitro a quantidade do ITT encapsulado que reduz a atividade da 
tripsina em 50% (IC50) e comparar ao não encapsulado. 
 Avaliar in vitro a estabilidade referente a diferentes temperaturas e pH sobre a 
atividade antitríptica do ITT encapsulado, comparado ao não encapsulado.  
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4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
4.1 INIBIDOR DE TRIPSINA E SUA RELAÇÃO COM A SACIEDADE E 
INFLAMAÇÃO 
Os inibidores de proteases têm sido associados a mecanismos de 
proteção de plantas; muitos deles são definidos como fatores antinutricionais, 
relacionados com retardo no crescimento, atraso no processo digestivo e doenças 
metabólicas10. Os inibidores de tripsina têm, como função principal, a inibição da 
atividade inibitória da enzima tripsina. Porém, para que esse papel possa ser 
desempenhado, faz-se necessário que ocorram interações entre o inibidor e a 
tripsina, acarretando, assim, modificações conformacionais na enzima9, 11. 
Como consequência dessa ligação, ocorre a redução da atividade das 
proteases, diminuindo os peptídeos presentes no jejuno ou pâncreas, responsáveis 
pelos sinais de fome. O inibidor de tripsina, por meio da estimulação das células I 
intestinais, promove a secreção do hormônio CCK, consequentemente, a redução no 
tamanho das refeições12.  
Muitas dessas moléculas vêm sendo estudadas e atuam inibindo a 
tripsina no lúmen intestinal, promovendo a saciedade e, consequentemente, 
reduzindo o ganho de peso corporal 13,14,6,15. 
O controle do ganho de peso está associado ao controle da ingestão 
energética. A ingestão alimentar é influenciada por estímulos, como o alimento em 
si. Porém, para que o organismo entenda os sinais de fome e saciedade, se faz 
necessária a atuação de alguns fatores neuroendócrinos, como, por exemplo, a CCK 
16.  
A CCK também atua retardando o esvaziamento gástrico, estimulando as 
contrações da vesícula biliar e ativando os receptores vagais, os quais sinalizam o 
término das refeições. Porém, apesar do papel conhecido no controle da saciedade, 
a importância na regulação do peso corporal, a longo prazo, é questionável. Isso 
ocorre devido à CCK reduzir o tamanho das refeições, o que é compensado pelo 
aumento na frequência de ingestão alimentar, o que, como consequência, afeta 
diretamente o peso corporal16. 
Estudos publicados pelo grupo de pesquisa NutrisBioativos mostram que 
o ITT atua em ratos Wistar, reduzindo o consumo alimentar, tanto nos animais 
eutróficos como naqueles com obesidade6-8. Porém, o ITT não exerceu influência na 
redução do peso corporal nos animais com obesidade7,8, sugerindo, no período 
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estudado, um efeito sacietogênico reduzido quando em comparação aos animais 
com peso corporal adequado. 
Nessa perspectiva, estudos com o ITT mostraram que ele atua na 
redução do consumo alimentar e, associado a isso, atua reduzindo leptina7 e TNF-
α6. Pode-se afirmar, portanto, que esse inibidor tem efeito benéfico na diminuição da 
inflamação em animais com obesidade e Síndrome Metabólica, porém, sem 
alteração no ganho de peso7.  
Com relação à CCK plasmático, observou-se que o ITT não aumentou as 
concentrações de CCK em animais com obesidade8. Dessa forma, com o objetivo de 
potencializar esses efeitos e, por consequência, atuar na perda de peso, se torna 
interessante aumentar a estabilidade desse inibidor.  
4.2 ENCAPSULAÇÃO 
A técnica de encapsulamento consiste na retenção de uma molécula 
(ativo, núcleo) no interior de um agente encapsulante, com o intuito de proporcionar 
uma maior estabilidade e manutenção da viabilidade do núcleo, bem como prolongar 
a duração da atividade do ativo, sendo a liberação controlada sob condições 
específicas17. 
A encapsulação de compostos alimentícios tem como objetivo proteger a 
molécula ativa de condições ambientais, processamento e/ ou condições 
gastrointestinais. Essa técnica também pode ser aplicada para promover a 
modificação das características físicas do material original, a fim de facilitar a 
manipulação18. 
Um dos pontos levados em consideração na encapsulação diz respeito à 
eficiência. Para garantir tal requisito, se faz necessário que o transporte, 
armazenamento e liberação controlada do agente ativo sejam realizados em 
micropartículas ou nanopartículas, sendo essas diferenciadas pelo tamanho. As 
micropartículas apresentam tamanhos entre 1 a 100 µm e, as nanopartículas 
possuem tamanhos entre 1 a 100 nm 19,20. 
O menor tamanho das nanopartículas promove vantagens, tais como: 
alterações da taxa de liberação (em órgãos ou alvo específico); maior captação 
intracelular; passagem pelos vasos capilares menores, evita eliminação rápida pelos 
fagócitos; promove a utilização de menores concentrações do núcleo e agente 
encapsulante; interferência na absorção pelo epitélio intestinal (um maior número de 
nanopartículas atravessam o epitélio em comparação às micropartículas) e; facilita a 
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dispersão. Assim, as nanopartículas são biologicamente mais ativas, podendo 
atravessar barreiras anatômicas e acarretar em maior acesso ao organismo, 
podendo ocasionar respostas imunológicas e, em alguns casos, possíveis efeitos 
toxicológicos21-26. 
Por definição, as nanopartículas constituem um termo coletivo, 
abrangendo nanoesferas e nanocápsulas, sendo essas diferenciadas por sua 
estrutura (Figura 1).  
 
Figura 1. Estrutura das Nanopartículas. (A) Sistemas vesiculares em que a molécula se 
encontra confinada em uma cavidade ou núcleo (nanocápsulas); (B) Constituição do tipo 
matriz, podendo as moléculas ser absorvidas na superfície, retidas ou dissolvidas na matriz 
polimérica (nanoesferas). 
FONTE: Retirado27. 
Nos últimos anos, as pesquisam estão focadas na seleção e na 
combinação do agente encapsulante, visando obter a velocidade adequada de 
liberação do fármaco; modificar a superfície das nanopartículas para melhorar a 
capacidade de posicionamento; aperfeiçoar a preparação e aumentar a capacidade 
de fornecimento da molécula, assim como sua aplicação clínica e possibilidade 
industrial e; investigar in vivo o processo dinâmico para revelar a interação com a 
corrente sanguínea, tecidos, órgãos alvo e etc.28. Porém, para que o 
encapsulamento tenha máxima eficiência, se deve levar em conta também as 
técnicas de encapsulação. 
4.2.1 Técnicas de encapsulação 
Há uma variedade de técnicas, porém não há uma que seja considerada 
universal, devido à grande variabilidade na estrutura química das moléculas e à alta 
versatilidade de produtos possíveis de aplicação. Ademais, o tipo de agente 
encapsulante irá variar, dependendo do agente ativo.  Dessa forma, alguns fatores 
(A) (B) 
21 
 
devem ser levados em consideração como: custo-benefício; uso de solventes não 
tóxicos e, a aplicação a ingredientes de qualidade alimentar29, 30.  
A nanoprecipitação (Figura 2) é um sistema de encapsulação formado por 
três componentes básicos: a) o agente encapsulante, que pode ser natural, sintético 
ou semissintético; b) o solvente para o agente encapsulante, sendo este orgânico e 
de fácil remoção por evaporação; c) o não solvente do material de parede, sendo 
estes suplementados com agentes tensoativos naturais ou sintéticos31.  
As principais variáveis desse método são as que estão associadas à 
adição da fase orgânica para a aquosa, incluindo a taxa orgânica na fase de injeção; 
a taxa de agitação da fase aquosa; a forma de adição de fase orgânica, e, ainda, a 
relação fase orgânica/fase aquosa. Desse modo, as características são 
influenciadas pela natureza e concentração dos componentes das partículas32, 33. 
 
Figura 2. Elementos básicos que compõem a técnica de encapsulação por 
nanoprecipitação. 
FONTE: Adaptado33. 
 
4.2.2 Agentes encapsulantes 
Como já referido, a escolha do agente encapsulante deve levar em conta 
uma série de fatores, de forma que garanta uma liberação controlada do agente 
ativo no órgão-alvo desejado. Entre os agentes encapsulantes, destacam-se: 
quitosana, proteínas do soro do leite, caseinato, alginato, pectina, amido, inulina, 
entre outros. Nessa revisão, serão mais bem detalhados a quitosana e a proteína do 
leite isolada como agentes encapsulantes.  
Entre os desafios enfrentados pela encapsulação, convém destacar que é 
necessário que o agente encapsulante seja resistente à degradação química (seja 
por oxidação ou hidrólise), para que, ele possa manter a integridade do agente ativo, 
garantindo que este não seja completamente destruído no trato gastrointestinal. 
Outro obstáculo enfrentado reside no fato de que muitos componentes da matriz 
alimentar podem interferir na bioatividade do agente ativo. Por isso, é imprescindível 
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que o agente encapsulante proteja o núcleo durante todo o período de 
processamento, armazenamento e transporte. Outro ponto importante é a eficiência, 
ou seja, deve ser levado em conta o tamanho da molécula a ser encapsulada, de 
forma que não haja alteração no produto final. Por exemplo, espera-se que o 
encapsulamento de moléculas não degrade o agente ativo29. 
4.2.2.1 Quitosana 
A quitosana pode ser definida como uma série de polímeros de 
glucosamina e N-acetil glucosamina, com diferentes graus de desacetilação (GD), 
definida em termos de porcentagem de grupos amino primários e pesos moleculares 
médios, sendo o GD comercial típico entre 70% e 95% e, o peso molecular entre 10 
e 1000 kDa34 (figura 3). 
 
Figura 3. Estrutura química da quitosana. 
FONTE: Adaptado2. 
Com base no controle do grau de desacetilação e do peso molecular, 
torna-se possível a utilização da quitosana como agente encapsulante no 
desenvolvimento de nanopartículas apresentando vantagens como a capacidade de 
controlar a liberação do agente ativo; muco aderência, o que aumenta o tempo 
residual no local de absorção; biodegradável, sendo metabolizado por enzimas, 
como, por exemplo, a lisozima; sensibilidade ao pH, sendo solúvel em pH ácido e 
insolúvel em pH neutro e básico; facilidade de modificação química, causada pela 
presença de grupos amino livres, o que ocasiona um aumento na reatividade do 
polímero34-36. 
Entre os agentes ativos que podem ser encapsulados com a quitosana, 
convém destacar a encapsulação de proteínas (como proteínas terapêuticas, 
vacinas, enzimas, e outras)1,4. 
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Nesse aspecto, a encapsulação com quitosana atua potencializando a 
ação proteica, tendo em vista que esses sistemas aumentam a interação das 
proteínas com as membranas celulares epiteliais e mucosas e, por conseguinte, 
aumentam o tempo de permanência das formulações no órgão-alvo, protegendo os 
peptídeos da degradação enzimática e aumentando a absorção celular das 
proteínas. O encapsulamento com esse polissacarídeo é, portanto, alvo de 
diferentes formulações de proteínas com funções terapêuticas, antígenos e vacinas1. 
Na encapsulação de enzimas com quitosana, o polissacarídeo atua como 
transportador/mobilizador enzimático, aumentando a estabilidade e a eficiência 
enzimática, promovendo uma barreira de proteção contra a desnaturação estrutural, 
protegendo, portanto, a atividade enzimática4.  
Desta forma, com base na atuação desse carboidrato como material de 
parede em diferentes estudos de encapsulação, o qual atua aumentando a ação 
proteica é possível inferir que o encapsulamento de proteínas com quitosana 
apresentaram excelentes resultados, tornando, assim, esse polissacarídeo um 
excelente candidato para o encapsulamento do ITT. 
4.2.2.2 Proteínas do soro do leite 
Obtidas após a coagulação da caseína, as proteínas do soro do leite 
constituem uma excelente fonte proteica de origem alimentar, sendo responsável por 
15 a 20% do conteúdo proteico total composto, principalmente, por β-lactoglobulinas 
e α-lactoalbuminas, assim como imunoglobulinas, albuminas do soro e 
lactoferrinas37. 
Essas biomoléculas são comumente comercializadas de três formas: 
concentrada, com 29-89% de material proteico; isolada, constituída por 90% de 
proteína; hidrolisada, que é a forma parcialmente digerida37.  
Por ser um subproduto da indústria de laticínios, a proteína isolada do 
soro do leite possui um baixo custo de obtenção, quando comparada a outros 
agentes encapsulantes encontrados no mercado. Associado a isso e, devido à 
capacidade de reter moléculas hidrofóbicas, fácil digestibilidade no trato 
gastrointestinal e liberação controlada, assim como suas propriedades nutricionais e 
funcionais, essa biomacromolécula vem sendo bastante utilizada como material de 
parede em técnicas de encapsulamento38. 
Nesse aspecto, devido às suas propriedades biológicas, foi observado 
que a proteína do leite isolada atua protegendo o ativo de ações externas como 
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atuação antioxidante, como, por exemplo, ao encapsular a vitamina D3 com a 
proteína do leite isolada, houve a proteção desse micronutriente, tendo em vista que 
a proteína promoveu um atraso da degradação desta vitamina lipossolúvel na 
presença de oxigênio38. E, estabilidade em diferentes pH, no qual ao atuar como 
agente encapsulante de probióticos, protege o ativo das condições extremas 
encontradas no intestino, aumentando, assim, a viabilidade e a funcionalidade do 
núcleo37. 
Portanto, por ser um material de origem alimentar e, por conseguinte, 
apresentar menores riscos de toxicidade, ter fácil digestibilidade, interagir com 
moléculas hidrofóbicas (como, por exemplo, a quitosana), aumentar a eficiência e a 
estabilidade das partículas encapsuladas e, associado a isto, levando em 
consideração o fato de que a posteriori, se pretende realizar estudos in vivo e/ou 
com células com o ITT encapsulado. Dessa forma, a proteína do leite isolada se 
torna, assim como a quitosana, um excelente candidato para o encapsulamento 
dessa molécula bioativa (ITT). 
4.2.3 Incorporação do inibidor de tripsina 
Inibidores de proteases em vegetais são caracterizados como formas 
moleculares naturais que agem como reguladores da proteólise endógena das 
plantas e como mecanismo de defesa contra pragas e insetos. Essas moléculas 
podem atuar exercendo um efeito antinutricional39. Entretanto, estudos com 
alimentos como, batata, amendoim e tamarindo, mostram que esses compostos 
bioativos podem apresentar efeito benéfico, como, por exemplo, o efeito 
sacietogênico, coligado à redução no consumo alimentar e à perda de peso13, 14, 6,15. 
Associado aos efeitos benéficos dos inibidores e da possibilidade em 
prolongar a ação deles, encontra-se a nanoencapsulação, a qual atua alterando a 
estrutura terciária e causando uma desestabilização parcial na tripsina, tornando o 
inibidor de tripsina mais estável9. 
Nessa perspectiva, a dosagem do inibidor em nanopartículas (NPs) está 
correlacionada a uma redução dos possíveis efeitos secundários relacionados à 
toxicidade e intensificação de seu efeito benéfico em comparação à forma livre. O 
equilíbrio é decorrente da quantidade de material de parede e núcleo utilizados, do 
peso molecular do material de parede e das interações intermoleculares entre os 
componentes de parede e núcleo, como interações de hidrogênio e de Van der 
Waals9, 11. 
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4.2.4 Caracterização das partículas 
As partículas obtidas por meio das técnicas de encapsulação são 
caracterizadas com base em uma série de métodos físico-químicos experimentais, 
como difração a laser, potencial Zeta, difração de raios X, espectroscopia no 
infravermelho por transformada de Fourier e microscopia eletrônica de varredura.  
4.2.4.1 Difração a laser 
Devido a uma série de vantagens como simplicidade operacional, tempo 
de análise relativamente rápido e fácil manuseio, a difração a laser vem sendo 
amplamente utilizada como método para a medição do tamanho de partícula40.  
Essa técnica avalia o tamanho e a distribuição das partículas, tendo como 
base o padrão de dispersão da luz. À medida que o feixe de luz é incidido sob a 
amostra, ocorre uma interação, tornando-se possível mensurar o tamanho das 
partículas. Dessa forma, a intensidade de luz sofre variações dependendo da 
natureza do material, ou seja, partículas grandes dispersam a luz fortemente em 
ângulos pequenos e, em contrapartida, as com diâmetros menores dispersam a luz 
em ângulos maiores, sendo mensurado com base na intensidade de dispersão 
angular da luz, o tamanho e a distribuição das partículas40. 
4.2.4.2 Potencial Zeta  
Considerado uma técnica padrão para a caracterização superficial de 
partículas, o potencial Zeta pode fornecer uma série de informações como 
estabilidade, tempo de circulação, interações proteicas, permeabilidade celular e 
biocompatibilidade. Contudo, ele apresenta natureza variável, sofrendo influências 
de fatores como temperatura, pH, condutividade e viscosidade41. 
Para a mensuração do potencial Zeta, a amostra é colocada no 
equipamento, que contém dois eletrodos, sendo um de natureza positiva e o outro, 
negativa. Em seguida, é aplicado um campo elétrico, ocasionando, dessa forma, a 
movimentação das partículas em direção a uma das extremidades. Com isso, o 
potencial Zeta é calculado com base na velocidade equivalente ou mobilidade 
eletroforética41.  
Dessa forma, a natureza catiônica ou aniônica do material analisado, ou 
seja, a carga superficial das partículas é resultante das dimensões negativas ou 
positivas, portanto, da movimentação das partículas em direção aos eletrodos42.  
 
 
26 
 
4.2.4.3 Difração de raios X (DRX) 
Devido à sua capacidade de determinar a estrutura física do material em 
estado sólido e, por conseguinte, sua natureza cristalina ou amorfa, a DRX é 
considerada uma das técnicas cruciais de avaliação da modificação de partículas43.  
Esse método fundamenta-se na interação de raios X com o material 
analisado, formando um padrão de difração que fornece informações acerca das 
características estruturais do composto avaliado. Ademais, têm como função 
detectar e identificar o nível de dispersão molecular, servindo, portanto, como base 
para a avaliação do resultado, obtido no encapsulamento do agente ativo44, 17.  
4.2.4.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 
Nessa técnica, as ligações químicas possuem frequências de vibração 
específicas, correspondentes aos níveis de energia da molécula, o que torna 
possível a identificação de uma substância química, bem como a investigação da 
composição de uma formulação química45.  
Nessa perspectiva, cada composto tem um padrão espectral, os quais, 
após o encapsulamento, sofrem alteração, ocasionando o desaparecimento, assim 
como o surgimento de novas interações químicas. Por conseguinte, ocasiona a 
formação de novos espectros no infravermelho, podendo ser observado, tanto os 
padrões espectrais dos materiais brutos utilizados, como novas interações químicas 
formadas após a reação dos materiais, fornecendo, assim, informações detalhadas 
sobre a efetividade da encapsulação45. No quadro 1, é possível observar os padrões 
espectrais das ligações químicas. 
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Quadro 1. Grupos funcionais e seus respectivos padrões espectrais por FTIR. 
GRUPOS FUNCIONAIS PADRÕES ESPECTRAIS POR FTIR (CM-1) 
Alcenos  3200 – 3000  
1800 – 1600 
1400 
1000 - 600 
Alcinos  3200 
2400 – 2200  
1400 - 1200 
800 – 600  
Aromáticos  3200 
2400 – 2200  
1400 – 1200  
800 – 600  
OH 3600 – 3200  
C=O 2000 – 1600  
NH2 NH 3600 – 3200  
C ≡ N 2400 – 2200  
NO2 1600 – 1400  
1400 – 1200  
SH 2800 – 2400  
S=O 1200 – 1000  
O=S=O 1400 – 1200  
1200 – 1000  
FONTE: Adaptado46. 
4.2.4.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
A MEV tem como finalidade avaliar a superfície e o formato do material 
obtido no processo de encapsulação sendo, portanto, utilizada para avaliar se o 
material ativo está protegido pelo material de parede47,48. 
Nessa técnica, um feixe de elétrons é incidido na superfície da amostra, 
resultando numa perda de energia e na deflexão angular dos mesmos. Em seguida, 
a detecção dos elétrons incidentes que deixou a amostra pode ser modelada de 
forma separada e, por diferentes detectores, sendo o sinal do detector registrado 
como uma função da posição de varredura do feixe. Isso resulta, portanto, na 
produção de imagens sintéticas e, na realização de uma análise detalhada do 
material48.  
Além disso, outra vantagem associada à MEV é que essa metodologia 
requer um preparo menos invasivo e sofisticado, resultando, assim, em uma menor 
perda de material para realização dessa analise49. 
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5. METODOLOGIA  
O ITT foi isolado por meio do método de Cromatografia de afinidade 
Tripsina-Sepharose e, encapsulado em quitosana, proteína do leite isolada e 
combinação entre esses dois materiais, por meio do método da nanoprecipitação em 
solvente orgânico. E, caracterizado e testado quanto à atividade antitríptica para 
avaliar a estabilidade quanto a diferentes temperaturas.  
5.1 OBTENÇÃO DO INIBIDOR DE TRIPSINA ISOLADO DO TAMARINDO 
(Tamarindus indica L.)   
Os ensaios in vitro foram realizados no Laboratório de Química e Função 
de Proteínas Bioativas (LQFPB) do Departamento de Bioquímica da UFRN, 
seguindo a metodologia de Carvalho et al.7.  
5.1.1 Extração proteica 
As sementes foram descascadas visando expor os cotilédones, tendo 
sido triturados com auxilio de um moedor para a obtenção de uma farinha com 
granulação fina equivalente a 0,420 mm (em peneira com malha de 40 mesh). Em 
seguida, procedeu-se à extração proteica, utilizando tampão Tris-HCl, pH 7,5, 
diluído na proporção 1:10 (p/v). A solução foi agitada, constantemente, em 
agitador magnético por 3 horas à temperatura ambiente, sendo, posteriormente, 
centrifugada (10.000 x g durante 30 minutos a 4 °C) e filtrada para  obtenção do 
extrato bruto proteico. 
5.1.2 Fracionamento proteico e isolamento do ITT 
Os fracionamentos ocorreram por precipitação com sulfato de amônio, 
utilizando faixas de saturação de 0% - 30%, 30% - 60% e 60% - 90%, sob 
agitação constante em agitador magnético à temperatura ambiente. Após cada 
etapa de precipitação, as frações obtidas permaneceram em uma temperatura 
equivalente a 4°C por 20 horas e, posteriormente, foram centrifugadas (10.000 x g 
durante 30 minutos a 4°C). 
Os precipitados obtidos foram suspensos em tampão Tris-HCl 50 mM 
(pH 7,5) e dialisados (em membranas de diálise  com poro de 14 kDa) em água 
destilada por um período de 20 horas e, em seguida, novamente dialisados em 
tampão Tris-HCl por mais 20 horas.  
Após as etapas de diálise, as frações foram denominadas F1 (0%-30%), 
F2 (30%-60%) e F3 (60%-90%). As frações foram armazenadas em freezer a -20 
°C e analisadas quanto à atividade inibitória de tripsina, a qual teve como 
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substrato da reação o reagente Nbenzoyl-DL -arginina- p –nitroanilida (BApNa) a 
1,25 mM50. 
Após a realização do teste de atividade inibitória para tripsina, a fração 
com maior atividade foi submetida à cromatografia de afinidade em coluna de 
tripsina-Sepharose (10 cm x 1,5 cm) com tampão Tris-HCl (pH 7,5), para 
isolamento do inibidor. As proteínas não retidas na coluna foram eluidas com 
tampão e, as que ficaram retidas foram eluidas com HCl 5 mM, sendo, 
posteriormente, coletadas alíquotas de 5 mL num fluxo de 0,5 mL/minuto e 
armazenadas a -20 °C.  
O perfil cromatográfico foi monitorado por espectrofotometria a 280 nm. 
As proteínas, retidas na coluna, foram dialisadas em membranas de diálise com 
poro de 14 kDa, utilizando água destilada e, posteriormente, foram liofilizadas, 
sendo realizado um novo ensaio de inibição de tripsina para confirmação da ação 
inibitória do ITT50. 
5.1.3 Quantificação proteica 
Foi realizado o método de Bradford51 para quantificação proteica, sendo 
utilizada a albumina sérica bovina (BSA) como proteína padrão para obtenção de 
uma curva e equação da reta. 
5.2 ENCAPSULAÇÃO DE INIBIDOR DE TRIPSINA DE TAMARINDO 
Essa etapa da pesquisa ocorreu no Laboratório de Análise dos 
Alimentos, do Departamento de Nutrição da UFRN e, no Laboratório de 
Tecnologia e Biotecnologia Farmacêutica (TecBioFar), no Departamento de 
Farmácia da UFRN. 
5.2.1 Purificação da quitosana  
A metodologia foi baseada em Kumari et al.52 com modificações. Foram 
solubilizados 4 g de quitosana (Sigma – baixo peso molecular e grau de 
desacetilação 75-85%) em 60 mL de solução de hidróxido de sódio a 1 M em placa 
aquecedora (50C), sob agitação vigorosa por duas horas. Em seguida, a solução foi 
filtrada em papel de filtro e lavada com água destilada, com posterior secagem da 
quitosana retida por, aproximadamente, 16 horas a 40C.  
O material seco foi solubilizado em ácido acético a 60% por duas horas a 
temperatura ambiente e, filtrado em papel de filtro qualitativo, de forma que as 
impurezas, contidas no polímero, ficassem retidas no papel. O pH da dispersão foi 
ajustado para 7 utilizando o hidróxido de sódio a 40%, o que resultou na precipitação 
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da quitosana purificada, sendo  esta separada por centrifugação (Excelsa 4, modelo 
280 R) (35840 x g, 10 minutos a 10°C), lavada com água destilada e, congelada em 
freezer para posterior liofilização (-42°C e pressão igual a 10-3 mbar). 
5.2.2 Obtenção dos encapsulados contendo ITT 
A metodologia foi baseada em Luque-Alcaraz53 com modificações. Foram 
preparadas três formulações: proteína do leite isolada (EPI) e quitosana (EQ), 
segundo a razão ativo: agente encapsulante de 1:4 (p/p) e; a combinação dos 
materiais de parede (EQPI), tendo sido utilizada a razão ITT: proteína do leite 
isolada: quitosana de 1:2:2 (p/p).  
Todas as soluções foram preparadas por meio da solubilização de cada 
agente encapsulante em água destilada, respeitando o volume final de 20 mL, por 
agitação magnética à temperatura ambiente por 40 minutos. Com exceção da 
quitosana, a qual foi submetida, inicialmente, a pH 3.0, utilizando ácido acético PA e, 
solubilizada por 180 minutos a 50°C, sendo, posteriormente, o pH elevado a 5.5, 
utilizando NaOH (6M). Em todas as soluções, ao final do processo de preparo, o ITT 
foi solubilizado por 15 minutos, à temperatura ambiente.  
O solvente orgânico utilizado para promover a precipitação das partículas 
foi o etanol absoluto, na proporção de solução injeção: etanol igual a 1:5 (v/v), à 
temperatura de 10°C. O tensoativo utilizado foi o Tween 80 disperso no etanol a 
0,10%. A precipitação da solução contendo agente encapsulante e ativo em solvente 
orgânico foi realizada em 5 minutos, sob a ação do ultradispersor (Ika®) a 17.500 
rpm.. Todo o processo ocorreu em triplicata. 
Posteriormente, todas as dispersões obtidas foram centrifugadas (Excelsa 
4, modelo 280 R) (35840 x g a 10°C por 10 minutos) para separação do precipitado, 
o qual foi desidratado em etanol, por aproximadamente, 16 horas nas proporções: 
1:4 (EPI: etanol) e; 1:7 (EQ: etanol e EQPI: etanol). Convém ressaltar que, nas 
partículas contendo quitosana, a etapa de desidratação foi repetida duas vezes. 
5.3 CARACTERIZAÇÃO DAS PARTÍCULAS  
5.3.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
Essa análise foi realizada no Laboratório de Caracterização Estrutural de 
Materiais do Departamento de Engenharia de Materiais da UFRN. 
Os encapsulados foram dispersos em acetona, para posterior aplicação 
em placa de silício, a qual foi fixada em fita de carbono.  As partículas foram 
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analisadas em diversos aumentos, usando alto vácuo e tensão de 2 kV, utilizando o 
microscópio Zeiss Auriga com fonte de elétrons do tipo FEG.  
5.3.2 Difração a Laser 
Essa análise ocorreu no Núcleo de Petróleo e Gás (NUPEG) do 
Departamento de Engenharia Química da UFRN. 
Para a execução dessa análise, foram utilizadas 5,5 mg de cada 
encapsulado liofilizado, os quais foram dispersos em 4 mL de acetona e, submetidas 
a agitação magnética por 02 minutos.  Posteriormente, foram dispersos em 4 mL de 
formaldeído e, submetidas a agitação magnética por 30 minutos. A dispersão foi 
filtrada, sendo o precipitado lavado com acetona. Em seguida foram dispostos em 
cubetas de quartzo para a medição do tamanho de partícula e índice de 
polidispersão.  Foram realizadas 5 corridas em 01 minuto. As análises foram 
realizadas no NanoBrook ZetaPlus Zeta Potential Analyzer, software Brookhaven 
Instruments – ZetaPALS particle sizing.  
5.3.3 Potencial Zeta 
Essa análise ocorreu no Núcleo de Petróleo e Gás (NUPEG) do 
Departamento de Engenharia Química da UFRN. 
Para medida do potencial Zeta, os encapsulados foram dispostos em 
cubetas específicas munidas de eletrodos laterais. Para a execução dessa análise, 
foram utilizados 10 mg de cada encapsulado liofilizado, os quais foram dispersos em 
4 mL de acetona, sendo em seguida dispostos em cubetas específicas para a 
mensuração do potencial zeta.  Foram realizadas 10 corridas em um minuto. As 
análises aconteceram no NanoBrook ZetaPlus Zeta Potential Analyzer, software 
Brookhaven Instruments – PALS Zeta Potential Analyzer.  
5.3.4 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 
Essa análise foi realizada na Central Analítica do Instituto de Química da 
UFRN. 
Os materiais brutos, quitosana purificada e encapsulados foram 
misturados a brometo de potássio (KBr), macerados e, prensados para a formação 
das pastilhas, sendo, posteriormente, registrados em transmitância e com região do 
infravermelho médio, de 400 a 4000 cm-1. Utilizou-se o espectrômetro da Shimadzu, 
modelo FTIR-8400S, série IRAFFINITY-1, software IRSOLUTION, versão 1.60, com 
número de varredura de 32 e resolução 4 cm-1. 
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5.3.5 Difração de raios X (DRX) 
Essa análise foi realizada no Laboratório de Caracterização Estrutural de 
Materiais do Departamento de Engenharia de Materiais da UFRN. 
A análise ocorreu em difratômetro de raios X (Shimadzu, modelo XRD-
7000), para avaliar se a fase dominante nos materiais é cristalina ou amorfa.  Para 
essa análise, o ITT, a proteína do leite isolada, a quitosana e os encapsulados 
obtidos foram inseridos em porta amostra cilíndrico, para ser analisados em ângulo 
de difração 2ɵ  entre 0 e 100º.  
5.4 DETERMINAÇÃO DA EFICIÊNCIA DE INCORPORAÇÃO 
Essa análise aconteceu no Laboratório de Química e Função de 
Proteínas Bioativas (LQFPB) do Departamento de Bioquímica da UFRN.  
Por se tratar de um inibidor de tripsina, a quantidade de ITT incorporado 
nas partículas foi determinada conforme a metodologia proposta por Kakade51 para 
determinação da atividade antitríptica.  
Visando retirar possíveis vieses dos agentes encapsulantes, foram 
utilizadas partículas com cada material de parede sem a presença de ITT 
(denominadas brancos de cada material). 
A quantidade de inibidor total utilizada foi estabelecida previamente, 
sendo igual para todas as formulações (0,7 mg). A partir disso, foi determinada a 
quantidade de ITT incorporado nas partículas (mg) por meio de correlação simples, 
ou seja, tendo em vista que 0,7 mg de ITT foi responsável por 100% de inibição da 
tripsina, chegou-se a quantidade em mg com base nos percentuais de atividade 
antitriptica especifica obtidos para cada formulação.  
Foram adicionados a tripsina bovina na concentração 0,3 mg/mL 
(determinada a partir da curva de melhor atividade enzimática), 120 μL de ácido 
clorídrico (HCl) 2,5 mM, 100 μL do ITT e tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 para um 
volume final de 790 µL. Em seguida, o ensaio foi incubado a uma temperatura 
equivalente a 37 °C por 10 minutos. Transcorrido esse tempo, foram adicionados 
500 µL do substrato BApNA a 1,25 mM, sendo desse modo iniciada a reação, 
deixando-o reagir por 15 minutos a 37°C. Posteriormente, a reação foi finalizada 
com a adição de 120 μL de ácido acético a 30%. A leitura se deu em 
espectrofotômetro a 410 nm, sendo os ensaios realizados em triplicata e os brancos 
(apenas o tampão Tris-HCl) como controle50.   
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Assim, após a obtenção desses resultados, a eficiência de incorporação 
foi determinada, com base na seguinte fórmula52 (Equação 1):  
Eficiência de incorporação (%) = (inibidor nas partículas / total de inibidor utilizado) × 
100 (Equação 1). 
5.5 ATIVIDADE ANTITRÍPTICA EM DIFERENTES QUANTIDADES DE ITT 
ENCAPSULADO E DETERMINAÇÃO DA IC50 
Essa análise foi realizada no Laboratório de Química e Função de 
Proteínas Bioativas (LQFPB) do Departamento de Bioquímica da UFRN. 
Foi feita a determinação da atividade antitriptica, em triplicata, utilizando 
quantidades crescentes (mg) de ITT e dos encapsulados. Na sequência, utilizou-se 
o software IBM SPSS Statistic 20 para construção da curva, correlacionando o 
percentual de inibição e as diferentes quantidades, obtendo, dessa forma, a 
quantidade de ITT e encapsulado (mg/mL), necessária para inibir em 50% a 
atividade antitriptica50. A correlação foi realizada por meio de regressão probit com 
as quantidades transformadas em base de log 10 e, a frequência de resposta como 
sendo o percentual de inibição.  
5.6 ESTABILIDADE EM DIFERENTES CONDIÇÕES DE PH E TEMPERATURA 
Essa análise foi realizada no Laboratório de Química e Função de 
Proteínas Bioativas (LQFPB) do Departamento de Bioquímica da UFRN. 
A estabilidade do ITT encapsulado relativa a diferentes valores de pH e 
temperatura foi avaliada, em triplicata, segundo a metodologia proposta por Gomes 
et al.54 com modificações.  
O ITT encapsulado foi disperso em quatro soluções tampão com 
diferentes pH por 16 horas, são elas: glicina-HCl pH 2, glicina-HCl pH 3, fosfato de 
sódio pH 6, fosfato de sódio pH 8 com concentração de soluto equivalente a 100 
mM. Decorrido esse tempo, foram mantidos, nos tampões, por 30 minutos a 37°C e, 
posteriormente, refrigerados e dispersos por 16 horas em Tris-HCl 50 mM, pH 7,554.  
Em seguida, foi realizada atividade antitriptica conforme proposto por Kakade50. 
O ITT e os encapsulados foram incubados por 30 minutos a 40, 60, 80 e 
100°C e, em seguida, resfriados a 4°C para posterior análise da atividade antitriptica, 
segundo a metodologia de Kakade50.  
Para a quitosana, foi realizada a separação do gel formado, por 
centrifugação (4°C, 3 minutos e 56000 x g) e, posteriormente, foi submetida ao pH 
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ácido (pH 3), para liberação do inibidor e, em seguida, o pH foi ajustado para 7.5, 
para a determinação da atividade antitríptica, conforme proposto por Kakade50.  
5.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
A eficiência de incorporação foi expressa em média e desvio padrão e, 
avaliada por ANOVA com pós-teste de Tukey, sendo considerada diferença 
estatisticamente significativa quando o p<0,05.  
Para o estudo de estabilidade em diferentes temperaturas e pH, foi 
utilizada ANOVA Medidas Repetidas e pós-teste de Tukey para comparação das 
médias de um mesmo tratamento submetido a diferentes temperaturas e, diferentes 
pH. E foi utilizada ANOVA e pós-teste de Tukey para comparação das médias de 
diferentes tratamentos submetidos a uma mesma temperatura e, um mesmo pH. Foi 
considerada diferença estatisticamente significativa quando p<0,05. As análises 
aconteceram no software GraphPad Prism versão 5.0. 
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ABSTRACT 
Studies have shown that the trypsin inhibitor isolated from tamarind seeds 
(Tamarindus indica L.) (TTI) has satietogenic and anti-inflammatory actions in an 
experimental model. Aiming to increase the efficiency and stability of its antitriptic 
activity, the single and conjugated effect of chitosan and whey protein isolate on the 
incorporation, activity, and stability of TTI was investigated. The particles were 
obtained by nanoprecipitation technique, evaluated for the efficiency of incorporation 
and characterized by physical-chemical methods, determination of the amount of 
inhibitor that reduces the antitriptic activity in 50% (IC50) and, stability in different 
temperatures and pH. The combination of chitosan and whey protein isolate formed 
spherical nanoparticles (109 nm), promoted a reduction in IC50 (0.05 mg) compared 
to pure TTI (0.21 mg), and preserved the inhibitory activity up to 80°C [35.0% (3.74)] 
compared to other formulations and TTI [0.0 (0.00)]. In addition, nanoparticles 
presented stability to the different pH conditions. Thus, the combination of 
encapsulating agents showed an important strategy to improve the function and 
stability of TTI.  
 
 
KEYWORDS 
Encapsulation; antitriptic activity; Stability in vitro. 
 
ABBREVIATION 
TTI, tamarind trypsin inhibitor; 
CCK, cholecystokinin hormone; 
TNF-α, tumor necrosis factor alpha; 
BSA, bovine serum albumin; 
BApNa, α-N-benzoyl-arginine-p-nitroanilide; 
FTIR, Fourier Transform Infrared Spectroscopy; 
SEM, Scanning electron microscopy; 
IC50, amount of inhibitor that reduces antitrypsin activity by 50%; 
ECH, encapsulated in chitosan; 
EWPI, encapsulated in whey protein isolate; 
ECW, encapsulated in chitosan and whey protein isolate. 
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1. INTRODUCTION 
Chitosan, obtained through the deacetylation of chitin, is a linear, soluble 
polysaccharide with mucoadhesive properties being formed by units of glucosamine 
and N-acetylglucosamine (Amidi, Mastrobattista, Jiskoot, & Hennink, 2010; Usman et 
al., 2016). 
Due to its biological properties, such as biocompatibility, biodegradability, 
and versatility, chitosan has been used in different applications, becoming widely 
used, and associated with proteins, to improve its functions and increase the 
potential of use in nanoparticles formulation (Ali & Ahmed, 2018). 
In this perspective, chitosan has been used in encapsulation techniques 
as a transporter and protein mobilizer, promoting an increase in the stability, and 
activity of these bioactive molecules (Cao, Chen, & Yu, 2015). Based on this, 
chitosan has been associated with milk proteins (casein, α-lactoalbumin, β-
lactoglobulin) as well as whey protein isolate. This association occurs through 
electrostatic interactions, providing interference in the process of denaturation and 
aggregation of globular particles, thus conferring greater stability and functionality to 
the system (Yang, Ashton, & Kasapis, 2015). 
Previous studies of our group have evaluated the action of the trypsin 
inhibitor isolated from tamarind (TTI), as a secretagogue of cholecystokinin (CCK) in 
experimental eutrophic and obese animal models (Ribeiro et al., 2015; Costa, 2017). 
Obese animals did not increase CCK plasma concentrations after TTI treatment 
(Costa, 2017), as observed in eutrophic animals (Ribeiro et al., 2015). However, in 
obese animals TTI also caused a reduction in food intake and in the concentrations 
of TNF-α and plasma leptin, although it did not influence the reduction of the weight 
gain (Carvalho et al., 2016; Costa, 2017). 
Studies suggest that the satietogenic action of TTI is dependent on its 
antitrypsin activity (Komarnytsky, Cook, & Raskin, 2011; Ribeiro et al., 2015; Serquiz 
et al., 2016). This is explained by the fact that by inhibiting trypsin, more CCK is 
produced, inducing satietogenic signaling mechanisms. Studies have shown that 
obese humans might exhibit reduced sensibility to the satietogenic effect of CCK 
(Meereis-Schwanke, Klonowski-Stumpe, Herberg, & Claus, 1998). Thus, we 
hypothesize that, increasing the antitrypsin activity of TTI might improve its action on 
increasing and maintaining CCK concentrations.  
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Considering that chitosan may increase the stability and activity of proteins 
in the encapsulation process and, thus, the functional performance of the trypsin 
inhibitor extracted from tamarind seeds, the present study aimed to investigate the 
single and conjugated effect of chitosan and whey protein isolate in the encapsulation 
of TTI.  
 
2. Materials and Methods 
2.1. Materials 
Chitosan (low molecular weight, 75-85% deacetylation degree), ethanol, 
Tween 80, trypsin, BapNa, BSA, dimethyl sulfoxide, Coomassie blue G-250 were 
obtained from Sigma-Aldrich® Chemical Company (St. Louis, MO), and the whey 
protein isolate from Alibra Ingredients. 
The tamarind fruit (Tamarindus indica L.) was obtained and botanically 
identified by the Brazilian Institute for the Environment and Renewable Natural 
Resources in a seed bank located in the city of Natal/RN (Brazil).  
 
2.2. Obtaining TTI from tamarind seeds (Tamarindus indica L.) 
TTI was extracted from the cotyledon of tamarind seeds, according to the 
methodology described by Carvalho et al. (2016). 
The seeds were peeled to expose the cotyledons. These were crushed with 
the help of a grinder to obtain a fine granulated flour equivalent to 0.420 mm (in a 40 
mesh sieve). Protein extraction was performed using a Tris-HCl buffer, pH 7.5, 
diluted in 1:10 (w/v) ratio. The solution was stirred constantly on a magnetic stirrer for 
3 hours at room temperature, then centrifuged (12000 RPM for 30 minutes at 4°C), 
and filtered to obtain the crude protein extract. 
The fractions were precipitated in ammonium sulphate, using saturation 
ranges of 0% - 30%, 30% - 60% and 60% - 90%, under constant agitation on a 
magnetic stirrer at room temperature. After each step, the obtained fractions 
remained at 4°C for 20 hours and were then centrifuged (12000 RPM for 30 
minutes at 4°C). 
The precipitates were suspended in 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.5) and 
dialyzed (14 kDa pore dialysis membranes) in distilled water for a period of 20 
hours, and then dialyzed again in Tris buffer 50 mM HCl (pH 7.5) for 20 hours.  
39 
 
After the dialysis step, the fractions were denominated F1 (0% -30%), 
F2 (30% - 60%) and F3 (60% - 90%). The fractions were stored in a freezer at -
20°C, and analyzed for trypsin inhibitory activity, which had as a reaction substrate 
the BApNa reagent (1.25 mM) (Kakade, Rackis, Mcghee, & Puski, 1974). 
After performing the inhibitory activity test for trypsin, the highest activity 
fraction was subjected to trypsin-Sepharose column affinity chromatography (10 
cm x 1.5 cm) (GE® Health Care, Waukesha, USA) with Tris buffer 50 mM HCl (pH 
7.5) for isolation of the inhibitor. The non-retained proteins in the column were 
eluted with buffer, and those retained were eluted with 5 mM HCl, then 5 mL 
aliquots were collected at the flow rate of 0.5 mL/min -1 and stored at -20°C. 
The chromatographic profile was monitored by spectrophotometry at 280 
nm. Proteins retained in the column were dialyzed on 14 kDa pore dialysis 
membranes using distilled water and subsequently lyophilized, and a new trypsin 
inhibition assay was performed to confirm the inhibitory action of TTI (Kakade et 
al., 1974). 
Protein quantification was performed using the method proposed by 
Bradford (1976), using BSA as the standard protein to obtain a curve and the line 
equation. 
 
2.3. Chitosan purification 
The methodology proposed by Kumari et al. (2013) with modifications 
used 4 g of chitosan (Sigma-Aldrich® - low molecular weight and degree of 
deacetylation 75-85%) dispersed in 60 mL of sodium hydroxide solution (1M) in a 
heating plate (Quimis model Q261) at 50°C under vigorous stirring for 2 hours. The 
dispersion was filtered on qualitative filter paper and washed with distilled water, 
followed by drying the retained chitosan for approximately 16 hours at 40°C. 
The dried material was solubilized in acetic acid (60%) and filtered on 
qualitative filter paper. Subsequently, the pH of the solution was adjusted to 7 using 
sodium hydroxide (40%), and the purified chitosan was separated by centrifugation 
(Excelsa 4, model 280R) (3000 RPM, 10 minutes and 10°C), washed with distilled 
water and frozen in freezer (-18°C) for further lyophilization (Liotop model L202) (-
42°C and pressure equal to 10-3 bar). 
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2.4. Chitosan, whey protein isolate, and TTI encapsulates obtainment 
The methodology was based on Luque-Alcaraz, Lizardi-Mendoza, Goycoolea, 
Higuera-Ciapara, & Argüelles-Monal (2016) with modifications. Three formulations 
were prepared: 1) TTI:whey protein isolate (EWPI) in the ration 1:4 (w/w); 2) 
TTI:chitosan (ECH) in the ratio 1:4 (w/w); 3) TTI:Chitosan:Whey protein isolate 
(ECW) in the ratio 1:2:2 (w/w/w). 
Except for chitosan, which was initially submitted to pH 3.0 (acetic acid PA) 
and solubilized for 180 minutes at 50°C, after which the pH was raised to 5.5 (NaOH 
[6M]), all solutions (20 mL) were prepared by solubilizing each encapsulating agent in 
distilled water by magnetic stirring at room temperature for 40 minutes. At the end of 
the preparation process, TTI was solubilized for 15 minutes at room temperature. 
The organic solvent used to promote the precipitation of the particles was 
absolute ethanol, in the proportion solution:ethanol 1:5 (v/v), at 10°C. The surfactant 
used was Tween 80 dispersed in ethanol (0.10%). The precipitation of the solution 
containing encapsulating agent and TTI in organic solvent was done by 
ultradispersion (Ika®) at 17,500 rpm for 5 minutes. The entire process was performed 
in triplicate. 
All the obtained dispersions were centrifuged (Excelsa 4, model 280 R) (800 
RPM, 10 minutes at 10°C) for separation of the precipitate, which was dehydrated in 
ethanol for approximately 16 hours in the proportions 1:4 (EWPI: ethanol), and 1:7 
(ECH: ethanol, and ECW: ethanol). In the particles containing chitosan, the 
dehydration step was repeated twice. 
 
2.5. Particles characterization  
2.5.1. Scanning Electron Microscopy (SEM) 
The encapsulated materials were dispersed in acetone for later fixation on a 
silicon plate. The particles were analyzed at various magnifications using high 
vacuum and 2 kV voltage (Zeiss Auriga with FEG type electron source). 
 
2.5.2. Laser Diffraction 
For the determination of particle size, 5.5 mg of each powdered encapsulate 
were dispersed in 4 mL of acetone under magnetic stirring at room temperature for 2 
minutes. 4 mL of formaldehyde were added and stirred for 30 minutes to promote 
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particle crosslinking and facilitate particle size analysis. After, the dispersions were 
filtered and the particles retained on the qualitative filter paper were collected for 
Laser Diffraction. For the analysis, the materials were redispersed in 5 mL of 
acetone. Experiments and measurements were performed in triplicate. 
The dispersions were then placed in glass cuvettes and read at 5 runs.min-1 
for the measurement of the mean diameter and the polydispersity index in the 
NanoBrook ZetaPlus Zeta Potential Analyzer, Brookhaven Instruments software - 
PALS Zeta Potential.  
 
2.5.3. Zeta Potential 
For measurement of the Zeta Potential, the particles were placed in specific 
cuvettes with lateral electrodes. To perform this analysis, 10 mg of each lyophilized 
encapsulate were used, which were dispersed in 4 mL of acetone and then placed in 
specific cuvettes to measure the Zeta Potential. Ten races.min-1 were performed in 
the NanoBrook ZetaPlus Zeta Potential Analyzer, Brookhaven Instruments software - 
PALS Zeta Potential.  
 
2.5.4. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
The raw materials, purified chitosan and the encapsulates obtained were 
mixed with potassium bromide (KBr), macerated and pressed for the formation of the 
pellets. The spectra were obtained in the infrared region of 400 to 4000 cm-1 
(Shimadzu, model FTIR-8400S, series IRAFFINITY-1, software IRSOLUTION, 
version 1.60, with a scanning number of 32 and resolution 4 cm-1). 
 
2.5.5. X-ray diffraction (XRD) 
For this analysis, TTI, whey protein isolate, chitosan and the encapsulates 
obtained were inserted in the cylindrical sample port of the diffractometer 
(Shimadzu®, model XRD-7000) and analyzed at a 2ɵ diffraction angle between 0 and 
100º. 
 
2.6. Determination of the efficiency of incorporation 
Because TTI is a trypsin inhibitor and read at the same UV range of the 
encapsulating agents, its amount in the particles was determined using the 
measurement of its antitrypsin activity, according to the methodology proposed by 
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Kakade et al. (1974). For all determinations 3.5 mg of encapsulates (containing 0.7 
mg of TTI isolate), were used to ensure 100% antitrypsin activity. The amount of TTI 
incorporated into the particles (mg) was determined by simple correlation, 
considering that 0.7 mg of TTI isolate was responsible for 100% trypsin inhibition. 
For the antitrypsin activity assay, 0.3 mg/mL-1 of bovine trypsin (determined 
from the best enzyme activity curve), 120 μL of hydrochloric acid (2.5 mM), 100 μL of 
TTI, and 50 mM of Tris-HCl buffer were added, for a final volume of 790 μL (pH 7.5). 
The assay was then incubated at 37°C for 10 minutes. After this time, 500 μL of 
BApNA substrate (1.25 mM) was added, and the reaction started, for 15 minutes at 
37°C. The reaction was stopped with the addition of 120 μL of acetic acid (30%). The 
reading was performed in a spectrophotometer at 410 nm, with the assays performed 
in triplicate, using only Tris-HCl buffer as the control (Kakade et al., 1974). In order to 
remove possible influences from the wall materials, encapsulated particles with each 
wall material without TTI were used as controls. 
After obtaining these results, the incorporation efficiency was determined from 
the following formula (Kumari et al., 2013): 
Efficiency of incorporation (%) = (inhibitor in the particles / inhibitor total used) × 100 
(Equation 1). 
 
2.7. Antitrypsin activity in different amounts of encapsulated TTI and IC50 
determination 
The antitrypsin activity was determined in triplicate, using increasing amounts 
of TTI (mg/mL-1) and the encapsulates. After that, the IBM SPSS Statistic 20 software 
was used to construct the calibration curve, correlating the percentage of inhibition 
and the different amounts, obtaining the amount of TTI and encapsulated TTI 
required to inhibit the antitrypsin activity by 50% (IC50) (Kakade et al., 1974). The 
correlation was performed by means of probit regression with the amounts 
transformed on log10 basis and the frequency of response as the percentage of 
inhibition. 
In order to remove possible influences from the wall materials, particles were 
used with each wall material without the presence of TTI. 
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2.8. Stability at different pH values and temperatures 
The stability of encapsulated TTI against different pH and temperatures was 
evaluated in triplicate, according to the methodology proposed by Gomes et al. 
(2005) with modifications. 
The encapsulated TTI was dispersed for 16 hours in four buffer solutions with 
different pH: glycine-HCl (pH 2), glycine-HCl (pH 3), sodium phosphate (pH 6), 
sodium phosphate (pH 8) with a solute concentration equivalent to 100 mM. After this 
time, they were kept in the buffers for 30 minutes at 37C, dried and then dispersed 
for 16 hours in 50 mM Tris-HCl. Once this was done, an antitrypsin activity was 
performed as proposed by Kakade et al. (1974). 
The stability of encapsulated TTI against different temperatures was 
evaluated, in triplicate, according to the methodology proposed by Gomes et al. 
(2005) with modifications. 
TTI and the encapsulated TTI were incubated for 30 minutes at 40, 60, 80 and 
100°C and cooled to 4°C for further analysis of antitrypsin activity (Kakade et al., 
1974). For the chitosan encapsulate, the gel formed was separated by centrifugation 
(3 minutes and 5000 RPM, 4°C), then subjected to pH 3, to release the inhibitor. The 
pH was then adjusted to 7.5, for the determination of antitrypsin activity as proposed 
by Kakade et al. (1974). 
 
2.9. Statistical analysis 
The efficiency of incorporation was expressed in means and standard 
deviations and evaluated by ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test. For the study 
of the stability at different temperatures, ANOVA for repeated measurements 
followed by Tukey’s post-hoc test were used to compare the averages of the same 
treatment submitted to different temperatures and pH.  
ANOVA and Tukey's post-hoc test were used to compare the means obtained 
for different treatments submitted to the same temperature and pH. For all the 
analysis, a statistically significant difference was considered when p was less than 
0.05. The analysis was performed in GraphPad Prism software, version 5.0. 
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3. RESULTS 
3.1. SEM 
Figure 1 shows the SEM images obtained from encapsulated TTI using 
different encapsulating agents. The EWPI, as well as the ECW, formed agglomerated 
particles with spherical shapes, of sizes around 100 nm and with smooth surfaces. In 
contrast, ECH formed non-spherical particles of sizes around 619 nm, and surfaces 
with irregularities. 
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Figure 1. Scanning Electron Microscopy of different encapsulated powder, obtained by the 
nanoprecipitation technique and dispersed in acetone. A) Whey protein isolate (EWPI), in the 
ratio TTI:whey protein isolate 1:4 (w/w) with a magnitude of 17810 X; B) Chitosan (ECH), in 
the ratio TTI:chitosan 1:4 (w/w) with a magnitude of 4000 X; C) Chitosan + Whey protein 
isolate (ECW), in the ratio TTI:chitosan:whey protein isolate 1:2:2 (w/w/w) with a magnitude 
of 17000 X.  
 
(C) 
(B) 
(A) 
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3.2. Laser Diffraction 
The mean diameters and polydispersity index obtained for EWPI, ECH 
and ECW were, respectively: 83.80 nm (5.80) and 0.6 (0.080); 619.00 nm (16.08) 
and 0.16 (0.07), and; 109.40 nm (7.53) and 0.005 (0.00). The graphs for each 
formulation can be visualized in Figure 2. 
 
Figure 2. Laser diffraction of different encapsulated powder obtained by the 
nanoprecipitation technique, crosslinked and dispersed in acetone. (A) Whey protein isolate 
(EWPI), in the ratio TTI:whey protein isolate 1:4 (w/w); (B) Chitosan (ECH), in the ratio 
TTI:chitosan 1:4 (w/w); (C) Chitosan + Whey protein isolate (ECW), in the ratio 
TTI:chitosan:whey protein isolate 1:2:2 (w/w/w).  
 
3.3. Zeta Potential 
The values obtained for the EWPI, ECH, and ECW were, respectively, 
+0.3 (0.02) mV, +23.31 (1.74) mV and -38.66 (2.81) mV. 
 
3.4. FTIR 
Figure 3 shows the spectra obtained for the raw materials and purified 
chitosan used in formulations and for the encapsulated TTI in different encapsulating 
agents. It is possible to observe new bands not observed in the raw materials. 
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In the purified chitosan spectrum it was possible to observe the presence 
of characteristic clusters from this polysaccharide. Broadbands were observed in the 
regions of 1652 cm-1 (stretching vibration of amide I), of about 1529 cm-1 (amide II 
flexion vibration), of 1395-1529 cm-1 (presence of methyl groups) and, of 1077 cm-1 
(stretching of the CO bond) (Figure 3B). 
In the whey protein isolate, characteristic bands were observed in the 
region of 1392-1242 cm-1 (C-O bond elongation), of 1448 - 1392 cm-1 (folding of 
hydroxyl groups - OH), of 1647 cm-1 (amide I) and, in the region of 1535 cm-1 (folding 
of N-H bonds and C-N stretching of amide II) (Figure 3A). 
 
Figure 3. Fourier transform infrared spectra of different encapsulated powder, obtained by 
the nanoprecipitation technique. A) Whey protein isolate (EWPI), in the ratio TTI:whey 
protein isolate 1:4 (w/w): a – whey protein isolate, b - TTI and , c - EWPI; B) Chitosan (ECH), 
in the ratio TTI:chitosan 1:4 (w/w): b - TTI, d - ECH and, e - chitosan; C) Chitosan + Whey 
protein isolate (ECW), in the ratio TTI:chitosan:whey protein isolate 1:2:2 (w/w/w): a - whey 
protein isolate, b - TTI, e – chitosan, f - ECW. 
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3.5. X-ray diffraction 
 
The diffractograms of the raw materials (whey protein isolate, and TTI), 
purified chitosan and the obtained encapsulates are shown in Figure 4. 
We observed that the encapsulating agents presented different structures. The 
whey protein isolate was predominantly amorphous, and the purified chitosan, as 
well as the TTI, presented crystalline structure characterized by the presence of 
some well-defined peaks (Figures 4A, 4B and 4C). 
It was possible to observe the presence of two reflections and a tendency to 
amorphous material in the EWPI (Figure 4D), as observed in the diffractogram of this 
encapsulating agent. The amorphous structure was also observed in ECH and ECW 
(Figure 4E and 4F), indicating that they also have disorganized structures. 
 
 
 
Figure 4. X-ray diffractograms of the encapsulating agents, TTI, and different encapsulated 
powder obtained by the nanoprecipitation technique. (A) Whey protein isolate; (B) Purified 
chitosan; (C) TTI; (D) Whey protein isolate (EWPI), in the ratio TTI:whey protein isolate 1:4 
(w/w); (E) Chitosan (ECH), in the ratio TTI:chitosan 1:4 (w/w); (F) Chitosan + whey protein 
isolate (ECW), in the ratio TTI:chitosan:whey protein isolate 1:2:2 (w/w/w). 
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3.6. Determination of the efficiency of incorporation 
There was no significant difference (p > 0.05) between the incorporation 
efficiencies determined for the different encapsulates obtained, with mean 
encapsulation percentages of 97.34 (5.50)%, 98.5 (1.16)% and, 98.5 (1.95)%, for 
EWPI, ECH, and ECW, respectively. 
 
3.7. Antitrypsin activity in different amounts of encapsulated TTI and determination of 
IC50 
The amount of TTI and encapsulated TTI in whey protein isolate, chitosan 
and the combination of both, required to inhibit 50% of trypsin activity was 0.21 mg; 
0.18 mg; 0.04 mg and; 0.05 mg, respectively (Figure 5).  
 Figure 5. Trypsin inhibition curve using increasing amounts of different encapsulated 
powder, obtained by the nanoprecipitation technique. (A) TTI; (B) Whey protein isolate 
(EWPI), in the ratio TTI:whey protein isolate 1:4 (w/w); (C) Chitosan (ECH), in the ratio 
TTI:chitosan 1:4 (w/w); (D) Chitosan:whey protein isolate (ECW), in the ratio 
TTI:chitosan:whey protein isolate 1:2:2 (w/w/w). IC50 - amount of inhibitor that reduces 
antitryptic activity by 50%. Antitryptic activity (%) using different amounts (mg) of 
encapsulated TTI and 1.25 mM BApNA as substrate. 
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3.8. Stability of the antitrypsin activity in different temperature and pH conditions  
Table 1 shows the results for the antitrypsin activity (%) of TTI and 
encapsulated TTI submitted to different temperatures.  
At 40°C, EWPI presented the highest antitrypsin activity compared to the 
other formulations (p <0.05), except for ECH (p > 0.05). At 60°C, EWPI showed a 
significant reduction in antitrypsin activity, compared to the other formulations (p < 
0.05). At 80°C, only ECW showed antitrypsin activity, which had greater stability than 
the TTI, and the other encapsulates (p < 0.05). At 100°C, no treatment showed 
antitrypsin activity (p > 0.05). 
 
Table 2. Stability of the antitrypsin activity (%)of isolated and encapsulated TTI in different 
encapsulating agents against different temperatures. 
Temperature 
(°C) 
Antitripsin activity (%) 
Isolated TTI 
Mean (SD) 
ECH 
Mean (SD) 
EWPI 
Mean (SD) 
ECW 
Mean (SD) 
40 93.9 (3.3)Aa 98.3 (0.4)Aab 95.4 (0.5)Aa 99.8 (0.4)Ab 
60 96.7 (3.3)Aa 99.9 (0.2)Ba 60.4 (4.7)Bb 99.6 (0.7)Aa 
80 0.0 (0.0)Ba 0.0 (0.0)Ca 0.0 (0.0)Ca 35.0 (3.7)Bb 
100 0.0 (0.0)Ba 0.0 (0.0)Ca 0.0 (0.0)Ca 0.0 (0.0)Ca 
TTI: Trypsin inhibitor isolated from tamarind (Tamarindus indica L.); ECH: TTI encapsulated in 
chitosan; EWPI: TTI encapsulated in whey protein isolate; ECW: TTI encapsulated in chitosan and 
isolated milk protein. 
Antitrypsin activity (%) using 3.5 mg of encapsulated TTI and 1.25 mM BApNA as substrate. 
*Mean of three replicates (standard deviation). 
*Equal capital letters, in the same column: means did not differ significantly according to the Tukey 
post-hoc test (p> 0.05). 
*Equal lower case letters, in the same row: means did not differ significantly according to the Tukey 
post-hoc test (p> 0.05). 
 
Table 2 shows the results obtained for the antitrypsin activity (%) of TTI 
and the encapsulated TTI submitted to different pH. Only the EWPI presented a 
reduction of TTI functionality (approximately 10%) at pH 8.0 (p < 0,05). In acid 
condition (pH 2.0), all encapsulates increased the antitrypsin activity of the inhibitor 
(p < 0.05). 
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Table 2. Stability of the antitrypsin activity (%) of isolated and encapsulated TTI in different 
encapsulating agents against different pH values. 
pH 
Antitripsin activity (%) 
Isolated TTI 
Mean (SD) 
ECH 
Mean (SD) 
EWPI 
Mean (SD) 
ECW 
Mean (SD) 
2.0 95.7 (1.0)Aa 100.0 (0.0)Ab  99.6 (0.7)Ab 100.0 (0.0)Ab 
3.0 96.6 (2.4)Aa 98.9 (0.7)Aa 99.2 (0.7)Aa 97.7 (2.7)Aa 
6.0 96.1 (2.9)Aa 99.9 (0.2)Aa 96.9 (4.6)ABa 100.0 (0.0)Aa 
8.0 98.8 (0.4)Aa 99.3 (0.9)Aa 89.3 (3.6)Ba 93.4 (7.9)Aa 
TTI: Trypsin inhibitor isolated from tamarind (Tamarindus indica L.); ECH: TTI encapsulated in 
chitosan; EWPI: TTI encapsulated in whey protein isolate; ECW: TTI encapsulated in chitosan and 
isolated milk protein. 
Antitrypsin activity (%) using 3.5 mg of encapsulated TTI and 1.25 mM BApNA as substrate. 
*Mean of three replicates (standard deviation). 
*Equal capital letters, in the same column, did not differ significantly according to the Tukey post-hoc 
(p> 0.05). 
*Equal lower case letters, in the same row, did not differ significantly according to the Tukey post-hoc 
(p> 0.05).  
 
4. DISCUSSION 
Chitosan has been extensively used as an excellent active encapsulating 
agent because of its cationic nature and hence the ability to be target-specific. It also 
provides protection against enzymatic degradation, and is biocompatible, 
biodegradable, non-toxic, and bioactive (Ali & Ahmed, 2018). In the present study, 
we evaluated the effect of this polysaccharide itself and of its interaction with whey 
protein isolate on the efficiency and stability of the antitrypsin activity of a trypsin 
inhibitor extracted from tamarind seeds.  
Previous studies with TTI show several beneficial effects in experimental 
models, with emphasis on the satiety and anti-inflammatory actions (Ribeiro et al., 
2015; Carvalho et al., 2016; Costa, 2017). Based on these studies and seeking 
greater stability and efficiency, TTI was encapsulated. 
The characterization of the formulations was done using SEM of each 
encapsulate, and the formation of spherical particles in both EWPI and ECW was 
observed, considering that it was possible to visualize the presence of particles in 
sizes smaller and close to 100 nm. 
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A possible explanation for the fact that chitosan did not form particles with 
size at the nanoscale and spherical shape (Figure 1B) and, on the other hand, 
formed in the particles with combination of encapsulating agents, consists of the 
capacity of whey proteins to also act as surfactants. When interacting with different 
materials, the proteins undergo changes in their conformation in a way that allows a 
greater number of favorable interactions, stabilizing the complex through electrostatic 
interactions and reducing the surface tension of the system (Bouyer, Mekhloufi, 
Rosilio, Grossiord, & Agnely, 2012).  
SEM analysis also allowed us to see that there is a strong tendency to 
aggregate the particles in the EWPI, which is probably due to the increase in the 
attraction forces, and the decrease of the repulsion forces between the molecules 
due to the nanosize (Joye & Mcclements, 2013). 
According to the results obtained by laser diffraction, the ECW showed the 
lowest polydispersion index compared to the other encapsulates. Based on 
Masarudin, Cutts, Evison, Phillips, & Pigram (2015), it is possible to note that the 
higher the number of cross-linking between the free primary amino groups of 
chitosan and the anionic groups of the whey protein isolate, the more homogeneous 
is the particle size distribution. Consequently, the polydispersity index is lower, since 
the auto aggregation between the particles is avoided. This also justifies the larger 
particle size and higher polydispersity index obtained for the encapsulates with only 
chitosan. 
For particle formation, electrostatic interactions are required. These 
measurements are done in Zeta Potential, which provides information about the 
stability of the solution, resulting from attractive and repulsive forces between the 
particles, which have different surface charges. These are related to the structure 
and ability to bind different molecules in the surface layer (Moschakis, Murray, & 
Biliaderis, 2010; Stoylov, 2014). 
Thus, the Zeta Potential indicates the stability of the particles. According to 
the parameters described by Bhattacharjee (2016), it is possible to infer that only 
EWPI was highly unstable (± 0-10 mV), considering that both ECH and ECW were 
moderately stable (± 20-30 mV) and highly stable (˃ ± 30 mV), respectively. 
According to Bhattacharjee (2016), the surface charge may vary according 
to the different phases within the system and the formation of particles with low Zeta 
Potential may occur. This could explain the fact that chitosan although cationic, when 
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associated with whey protein isolate and to TTI (ECW), presents a stable negative 
charge. The EWPI in turn presents a positive charge because of TTI’s action, which 
presents a pool of proteins with different isoelectric points, reflecting on the positive 
charges observed in the Zeta Potential. 
Whey protein isolate has an isoelectric point between 4.8 and 5.34 (Lee & 
Hong, 2009). Thus, when interacting with chitosan in the preparation of the solution 
at pH 5.5, a change occurs in the protonation state, resulting in a negative charge. In 
this way, it can be assumed that in the combination of materials, chitosan interacts 
predominantly with TTI, making the system stable and, through molecular 
interactions (Van der Waals forces and hydrogen bonds) bind to some anionic 
regions of the whey protein isolate. Therefore, the predominance of the negative 
charges on the surface of the particles was detected in the Potential Zeta analysis 
(Chanphai & Tajmir-Riahi, 2016; Li et al., 2014; Zhao & Xiao, 2017). It should be 
noted that when the chemical interactions occurred, there was the formation of 
particles, and therefore, it is necessary to evaluate the efficiency of incorporation. 
The ECW showed excellent incorporation efficiency [98.5 (1.95)%], as well 
as those encapsulated separately with whey protein isolate and chitosan, which were 
equivalent to 97.34 (5.50)% and 98.53 (1.16)%, respectively. The antitrypsin activity 
analysis was also performed with the particles formed with the encapsulating agents 
without TTI (chitosan, whey protein isolate, and a combination of materials). These 
particles were not able to inhibit trypsin, what demonstrates that our stability and 
efficiency incorporation results are related to encapsulates with TTI.  
Studies evaluating the efficiency of incorporation with trypsin inhibitors are 
scarce in the literature. However, the study published by Kumari et al. (2013), which 
utilized the amounts of 0.01% and 0.02% of chitosan-encapsulated trypsin (0.4%), 
obtained an incorporation efficiency of 70% and less than 65%, respectively. 
In this perspective, a possible explanation for the high percentages of 
incorporation efficiency obtained with either single chitosan itself or in association 
with whey protein isolate is related to the chemical interactions of the polysaccharide-
protein complex. Considering the cationic nature, protonation of the NH2 groups of 
chitosan occurs, thus increasing the contact surface for the electrostatic interactions, 
which interact with the amino acid residues present on the surface of the whey 
protein isolate with opposite charge (anionic nature due to the pH 5,5), thus 
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promoting greater stability and better incorporation efficiency in the system (Souza, 
Bai, Gonçalves, & Bastos, 2009). 
In order to characterize the encapsulates based on the structure and 
chemical identification, the FTIR spectra analysis was performed. The three 
encapsulates obtained (Figure 3), presented spectral patterns of both the 
encapsulating agent and TTI, as well as new chemical bonds, characterizing the 
interaction of TTI with the respective wall materials and, providing an indication of the 
effectiveness of the encapsulation. 
Evaluating EWPI, it presented vibrational bands characteristic of 
hydrophobic and electrostatic interactions (1651 cm-1, 1531 cm-1, 1423 cm-1, 1393 
cm-1, 1238 cm-1), as well as the presence of characteristic bands of thiol-disulfide and 
polar bonds (1063 cm-1), which are due to the interaction of the core: wall material 
(Silverstein, Webster, & Kiemle, 1998) (Figure 3A). 
In relation to ECH, the formation of new chemical bonds, the presence of 
electrostatic interactions (1658 and 1567 cm-1), hydrogen (1075 cm-1), polar (1168 
cm-1) and hydrophobic (893 and 802 cm-1) bonds were observed, characterizing  the 
carbohydrate-protein interaction, as previously mentioned (Silverstein et al., 1998; 
Kucukgulmez et al., 2011; Chanphai & Tajmir-Riahi; 2016; Li et al., 2014; Zhao & 
Xiao, 2017) (Figure 3B). 
As for ECW, the presence of new vibrational bands characteristic of 
electrostatic bonds (1652 and 1534 cm-1), thiol-disulfide (1079 cm-1) and polar (1155 
cm-1) bonds were observed. Therefore, based on the spectrum and, in the possible 
intermolecular interactions characteristic of this formulation, chemical interaction 
between chitosan, whey protein isolate, and TTI was observed (Figure 3C). 
The surfactant Tween 80 has the function of providing the formation of 
particles, making the system stable through interactions between the encapsulating 
agent, nucleus, and solvent (Joye & Mcclements, 2013). 
When there are chemical interactions between the materials used in 
formulations, there is a variation in the conformation of the materials, affecting its 
physical properties, as observed in the X-ray diffraction analysis (Figure 4). Based on 
chemical bonds, a possible justification for changes in the diffractograms after 
encapsulation using the combination of encapsulating agents was reported by 
Bastos, Gonçalves, Andrade, Araújo, & Leão (2012) (Figure 4F). The authors 
observed that the interactions between the molecules of the raw materials were 
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replaced by interactions between the chitosan molecules and the whey protein 
isolate, most of them being electrostatic. 
A study by Chanphai and Tajmir-Riahi (2016), shows that when chitosan 
binds to the trypsin inhibitor, interactions are generated (H bonds and Van de Waals 
forces), causing a change in the tertiary structure of the protein. Therefore, a partial 
conformational change in the inhibitor occurs, making the complex more stable. 
Thus, there is an indication that when interacting with chitosan, there is a change in 
the tertiary structure of TTI, promoting stability against external conditions tested in 
this study. Chitosan conferred a greater protection for both whey protein isolate and 
TTI, and this mechanism is regulated through chemical interactions, which helps 
maintaining the antitrypsin activity. An inhibition activity of 50% was observed for 
0.04 mg of ECH and 0.05 mg of ECW. In view of these results, it is possible to infer 
that the encapsulation with chitosan acts promoting the antitrypsin activity, once in 
both encapsulates, smaller amounts were required to reach the IC50, compared to 
TTI (0.21 mg) and EWPI (0.18 mg) (Figure 5). 
 Comparing the results obtained from the ECH and ECW with TTI, we can 
infer that chitosan played a crucial role, since it interacted with the inhibitor and made 
it more stable, increasing its functionality by four times than the isolate. Additionally, 
in the study published by Medeiros et al. (2018), with the purified TTI, an amount 18 
times higher was required to obtain the same antitrypsin effect as TTI when only 
isolated. ECW will reduce this difference to four times according with the IC50. Thus, 
this result indicates that in later in vivo studies with nanoencapsulated TTI the 
amount needed for the effects  induced by the inhibitor may be significantly lower. 
This reduces the risks of toxicity and costs of obtaining the purified inhibitor. 
Regarding the stability at different temperatures, the combination of wall 
materials (ECW) provided a better protection to TTI, since it was able to maintain 
approximately 35% of its inhibitory activity at 80°C. This was not observed in TTI as 
well as in the other formulations obtained (ECH and EWPI). This result corroborates 
the study by Lee and Hong (2009), which observed that chitosan works by protecting 
the proteins from denaturation and molecular aggregation. 
Based on Table 1, it can also be inferred that, at 60°C, EWPI loses part of 
its protective capacity, and there is a reduction in the antitrypsin activity of 
approximately 35% when compared to EWPI at 40°C. This suggests that this 
encapsulating agent cannot effectively protect TTI at 60°C (p < 0.05). According to 
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Haque, Aldred, Chen, Barrow, & Adhikari (2013), denaturation of milk protein occurs 
due to the stress caused by the reduction of moisture (dehydration), in which water is 
continuously lost by convection, causing denaturation at 45°C for 10 minutes, which 
could explain the reduction in its protective function, as observed in the present 
study. 
Our results suggested that the polysaccharide promotes the increase in 
heat resistance, influencing the molecular structure, as well as the denaturing 
behavior and, TTI’s entropy, resulting from intermolecular interactions, mainly 
disulfide bonds and hydrophobic interactions, formed during heating. Chitosan also 
induces the formation of electrostatic and hydrogen bonds (Lee & Hong, 2009; Souza 
et al., 2009; Bastos et al., 2010; Yang et al., 2015), promoting protection for TTI due 
to the changes in molecular conformation of the protein. 
After heating above 60°C, whey protein isolate was denatured and 
therefore lost the ability to protect TTI. When interacting with chitosan, this protein 
was protected and showed stability at 60 and 80°C. This result also corroborates the 
study by Zhao and Xiao (2017), who observed that the polysaccharide acts to inhibit 
denaturation of the serum proteins, thus improving thermal stability of the complex. In 
our study, the combination of encapsulating agents increased the stability of TTI, 
ensuring the preservation of the antitrypsin activity under heating conditions, which 
TTI does not support since it loses its inhibition capacity from 60°C. 
The formulations with chitosan (ECH and ECW) showed stable antitrypsin 
activity, mainly in pH 2.0, in which TTI showed a small reduction in its activity. This 
result corroborates the stability against different temperatures, thus providing an 
indication that the carbohydrate, when interacting with the inhibitor generates a 
conformational change, providing more stability to TTI (Chanphai & Tajmir-Riahi, 
2016). 
Regarding EWPI, there was a reduction of the antitrypsin activity at pH 
8.0. This suggests that at this pH, there may have been electrostatic repulsion 
between the proteins, causing a change in TTI conformation, generating a reduction 
of 10% in functionality when compared to TTI. 
Considering that TTI’s antitrypsin activity is a conditioning factor for the 
increase in plasma CCK, enscaspsulating agents that promote TTI’s stability may be 
of clinical relevance. In a previous study by our group with obese rats (Carvalho et 
al., 2016), CCK did not increase in response to TTI, but a discrete reduction in 
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dietary intake was observed. We believe these effects could be different if TTI was 
offered in nanocapsules with combined materials (ECW). This could be true once, in 
our present study, combined  nanocapsules have proven to stabilize TTI, 
potentializing its antitrypsin activity. This hypothesis will be tested in further studies, 
in order to better elucidate TTI’s potential in obesity models.  
 
5. CONCLUSIONS 
The present study showed that the combination of chitosan and whey 
protein isolate was essential to protect TTI from external actions and guarantee 
better inhibitory results against trypsin in small amounts. We suggest that this 
combination could be an interesting vehicle to be evaluated for increasing the satiety 
and anti-inflammatory activities already documented for TTI, especially in obesity 
models. 
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
O presente estudo deixou explícito que houve a formação de 
nanopartículas esféricas e, que a quitosana teve importância crucial no aumento da 
atividade funcional do ITT. 
Nessa perspectiva, convém ressaltar que, embora o EQ tenha mostrado 
excelentes resultados de eficiência de incorporação e IC50, nota-se que ele não 
confere a formação de NPs e protege a atividade funcional do inibidor apenas na 
faixa de temperatura entre 40 e 60°C.  
Deste modo, o EQPI mostrou-se uma ferramenta de extrema importância 
para melhorar a atividade do inibidor, protegendo-o contra ações externas e, 
garantindo melhores resultados inibitórios contra a tripsina em pequenas 
quantidades. Podendo ser uma veiculação interessante para ser avaliada quanto à 
melhoria na eficiência da atividade sacietogênica e anti-inflamatória já 
experimentalmente documentada para o ITT. 
Os resultados obtidos no presente estudo permitiram a elaboração de um 
artigo, intitulado “Chitosan-whey protein nanoparticles improve encapsulation 
efficiency and stability of a trypsin inhibitor isolated from Tamarindus indica L.”, o 
qual foi submetido ao periódico “Food Hydrocolloids”.  
E, além disso, convém ressaltar que, durante o período vigente do 
mestrado, houve a co-orientação em um trabalho de conclusão de curso (TCC) de 
graduação em Nutrição da UFRN; a contribuição em aulas da pós-graduação em 
Nutrição (PPGNUT/UFRN) abordando a temática/resultados deste projeto e; a 
participação nas reuniões cientificas do grupo de pesquisa NutriSBioativoS, com 
apresentação e discussão de artigos e, metodologias pertinentes aos trabalhos 
desenvolvidos pelo grupo.  
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